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Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abiertoRESUMEN
Plantas enteras de soya (Glycine max L.
Merr.), cosechadas en el estado R6 (semillas com-
pletamente llenas) y seccionadas en trozos de
aproximadamente 2 cm. fueron ensiladas en mi-
crosilos de 1 kg, con y sin deshidratación parcial
(DP); a los silos se les añadió 0, 4, y 8% de mela-
za de caña azúcar. Se observó una respuesta lineal
(P≤ 0,0001) en la disminución del pH concomi-
tantemente con el incremento en la concentración
de melaza. Del mismo modo, los contenidos de
materia seca (MS) se incrementaron al aumentar
la concentración de melaza en los ensilajes. La DP
concentró en 10 unidades porcentuales el conteni-
do de MS. No se observó interacciones entre la DP
y la concentración de melaza. Los aislamientos
bacterianos fueron realizados en los microsilos
con 4 y 8% de melaza y sin DP, debido a que és-
tos presentaron las mejores características senso-
riales, los menores valores de pH y la menor diver-
sidad de morfotipos bacterianos. Los cultivos se
hicieron en agar Rogosa y a las colonias seleccio-
nadas se les efectuó las pruebas de Gram y catala-
sa; las que correspondieron a bacilos Gram positi-
vos y catalasa negativos, fueron inoculadas en ga-
lerias Api 50 CHL®, para su identificación como
bacterias ácido lácticas (BAL). Las cepas aisladas
correspondieron a Lactobacillus brevis 3. 
ABSTRAT
Isolation, selection and characterization
of lactic acid bacteria in soybean silage. Whole
soybean plants (Glicyne max. L. Merr) harvested
at the R6 state of development (full seed stage)
were chopped in 2 cm pieces and stored in 1 kg
microsilos, with and without previous partial
dehydration (PD). Molasses at concentrations of
0, 4, and 8% were added to facilitate fermentation.
Alineal decrease in pH (P≤ 0,0001) in response
to an increased in molasses concentration was
found. On the other hand, dry matter (DM)
concentration also increased concomitantly
with the concentration of molasses in the
microsilos and the PD treatment (10%). No PD x
molasses concentration interaction was found.
Bacterial isolations were performed in microsilos
with 4 and 8% molasses and without PD,
because these experimental units showed the
best sensorial characteristics, lower pH and
lower bacterial morphotype diversity. Bacterial
isolates were obtained from Rogosa agar; those
corresponding to Gram positive bacilli, and
catalase negative, were inoculated in Api 50
CHL® galeries for their identification as lactic
acid bacteria (BAL). The isolated colonies were
Lactobacillus brevis 3.
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INTRODUCCIÓN
El ensilaje es un método de conservación
de forrajes con alto contenido de humedad, que
se fundamenta en la fermentación ácido láctica
espontánea del forraje bajo condiciones anaeró-
bicas. Las bacterias ácido lácticas (BAL), propias
del material a ensilar, fermentan los carbohidra-
tos solubles del forraje, produciendo principal-
mente ácido láctico y, en menor grado, ácido acé-
tico (Stefanie et al. 1999).
El éxito del proceso fermentativo que ocu-
rre en los ensilajes depende, principalmente, de
una cantidad suficiente de BAL y de una concen-
tración adecuada de carbohidratos solubles en el
forraje que genera el ácido láctico. De esta mane-
ra, el pH se mantiene bajo y el ensilaje se preser-
va mejor (Jaster 1995). 
El forraje de soya alcanza su máximo de-
sarrollo y producción de materia seca en t ha-1 en
el estado reproductivo R6. En este período el ma-
terial cosechado presenta los contenidos más altos
de proteína y energía (Fehr y Caviness 1980), es-
tas características lo definen como un material
con excelente potencial forrajero. Es importante
señalar que en este estado de desarrollo se maxi-
miza además, el aprovechamiento de la fijación
simbiótica del nitrógeno (Harper 1974). La cali-
dad nutricional de este material es similar al forra-
je de alfalfa y las prácticas de manejo usualmente
utilizadas para la producción de semilla comer-
cial, pueden usarse también para lograr la mayor
producción de forraje (Hintz y Albrecht 1994).
Las leguminosas son consideradas mate-
riales difíciles para ensilar. Esto se debe princi-
palmente a su bajo contenido de carbohidratos
solubles y a su alta capacidad alcalinizante
(Bolsen et al. 2001). Por otro lado, los conteni-
dos altos de humedad del material a ensilar
afectan negativamente la calidad fermentativa
de los ensilajes. Así, la eliminación parcial de
agua de los forrajes (deshidratación parcial) per-
mite concentrar el porcentaje de materia seca
(MS) del material. Además, con la deshidrata-
ción parcial (DP) del forraje se reduce la inci-
dencia de la fermentación secundaria del mate-
rial, caracterizada por el aumento de los conteni-
dos de ácido butírico y del nitrógeno amoniacal
del ensilado (Wilkinson 1983). También, la DP
induce la perdida de CO2, producto de la respira-
ción que sufre el forraje cortado en el campo.
Wilkinson (1981) señala que esta pérdida por
respiración equivale al 2-3% de la MS en los en-
silados tratados con DP. Este mismo autor, men-
ciona pérdidas totales de MS de 19 y 21% para
ensilajes manejados adecuadamente sin DPy con
este tratamiento, respectivamente.
Los inóculos bacterianos promueven una
fermentación rápida y eficiente de los materia-
les ensilados, lo cual incrementa la calidad y
cantidad del producto final. Estos aditivos pre-
sentan algunas ventajas sobre otros tipos de adi-
tivos (granos, subproductos de arroz y de trigo,
melaza de caña de azúcar, ácido propiónico, áci-
do fórmico, di-acetato de sodio y las enzimas
celulasa y hemicelulasa), tales como su bajo
costo, la seguridad en su manejo, su baja tasa de
aplicación por cantidad de forraje picado, así
como el hecho de no contaminar el ambiente
(Bolsen et al. 2001).
Las ventajas antes mencionadas están co-
rrelacionadas con los beneficios económicos que
se obtiene por los incrementos en la producción
de leche y carne (Muck y Kung 1997). Bolsen et
al. (2001) mencionan el beneficio económico
que se deriva del uso de inoculantes bacterianos
aplicados a ensilajes de maíz y alfalfa. Estos au-
tores señalan incrementos de 6 a 10 y de 14 a 15
dólares por tonelada de maíz y de alfalfa ensila-
dos, respectivamente, producto de las mejoras en
la preservación y en la utilización del ensilaje en
la alimentación de las vacas de leche. 
Singh et al. (1996), ensilaron alfalfa (Me-
dicago sativa L.) en la región tropical de la In-
dia adicionándole BAL (Enterococcus faecalis
y Lactobacillus plantarum), con lo que lograron
una disminución en la concentración del ácido
butírico. No obstante, los ensilajes de mayor ca-
lidad fueron obtenidos cuando se combinó la
inoculación biológica con la aplicación de me-
laza de caña.
Es factible producir inóculos bacterianos a
partir de forrajes tropicales. La literatura señala que
cada cepa inoculante debe ser aislada del cultivo
que se va a ensilar (Muck y Kung 1997). Estos au-
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han obtenido de las cepas provenientes del jugo de
la misma familia de plantas que va a ser ensilada. 
Los objetivos de esta investigación fueron
aislar y caracterizar las bacterias ácido lácticas
(BAL) que se desarrollan en los ensilajes de soya.
MATERIALES Y MÉTODOS
Forraje de soya (Glycine max L. Merr.)
Se utilizó la variedad de soya (CIGRAS
06), que fue desarrollada para condiciones tropica-
les, por poseer los genes de floración retardada en
condiciones de días cortos (Hartwig y Kihl 1979,
Villalobos y Camacho 1999). Las plantas fueron
cosechadas en el estado R6 (Fehr y Caviness
1980), reconocido por Hintz y Albrecht (1994) co-
mo el estado óptimo de desarrollo para su utiliza-
ción como forraje. El material se cosechó a los 90
días y fue cortado posteriormente en una picadora
en secciones de aproximadamente 2 cm.
Microsilos y tratamientos
Una porción de forraje fue deshidratada
parcialmente (DP) al exponerla al sol por 2 horas
inmediatamente después de la corta; la otra por-
ción se ensiló sin DP. Ambos grupos fueron divi-
didos en 3 subgrupos a los que se les aplicó me-
laza en concentraciones de 0 (testigo), 4 y 8%
(expresado en base fresca). Muestras de 1 kg de
todas las posibles combinaciones de tratamientos
fueron depositadas en microsilos, que consistie-
ron de bolsas de plástico transparente de 0,063
mm de grosor, a las cuales se les extrajo el aire
mediante una bomba de vacío y de inmediato
fueron selladas herméticamente.
Lo microsilos se distribuyeron en un arre-
glo factorial 3x2, en un diseño irrestricto al azar.
Los factores fueron: 3 concentraciones de mela-
za (0, 4 y 8%) y los 2 tratamientos de deshidrata-
ción parcial (con y sin DP), generando así 6 tra-
tamientos que fueron repetidos 4 veces, para un
total de 24 unidades experimentales. Las bolsas
fueron colocadas en posición vertical en una es-
tantería en condiciones controladas de 23°C y a
65% de humedad relativa.
Aislamiento e identificación de bacterias 
ácido lácticas (BAL)
Para aislar las BAL, se colectó muestras
de ensilaje en cada microsilo, exceptuando
aquellos que por efecto del tratamiento corres-
pondiente mostraban características sensoriales
pobres (olor putrefacto y textura pegajosa) y al-
tos valores de pH (> 5,0), lo cual generalmente
es una consecuencia del desarrollo de organis-
mos indeseables, como, Clostridium spp, que
es agente causal de enfermedades en los anima-
les y en el hombre.
Las muestras fueron recogidas en reci-
pientes estériles y llevadas al Laboratorio de
Microbiología Agrícola del Centro de Investi-
gaciones Agronómicas (CIA), para su procesa-
miento. De cada microsilo se tomó muestras de
10 g del material y fueron colocadas en reci-
pientes que contenían 90 ml de agua estéril.
Posteriormente, las muestras se homoge-
neizaron y se les determinó los valores de pH.
De cada muestra se obtuvo una alícuota de 0,1
ml que se cultivó en platos de agar Rogosa, me-
dio selectivo para BAL (Rogosa et al. 1951).
Los platos fueron incubados durante 5 días a
30ºC en una atmósfera enriquecida con CO2. A
partir de cada plato se separó por rayado los di-
ferentes morfotipos coloniales. Los platos se
incubaron en la forma ya descrita. Después de
3 pasajes en platos de agar Rogosa, los diferen-
tes morfotipos fueron inoculados en tubos de
agar Rogosa y se procedió a identificar las co-
lonias por medio de las pruebas de Gram, cata-
lasa y una galería de pruebas Api 50 CHL®
(Holt et al. 1994). 
Por otra parte, de cada microsilo se tomó
una muestra para determinar la materia seca a
60ºC por 48 horas (AOAC 1990).
Conservación de los aislamientos 
bacterianos
Cada una de las cepas seleccionadas fue
inoculada en tubos de ensayo con agar Rogosa y
se almacenó a 5ºC. Para su conservación a largo
plazo, las cepas fueron congeladas a -70ºC en gli-
cerol al 20%.AGRONOMÍA COSTARRICENSE 24
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Las características sensoriales del ensilaje,
son una herramienta subjetiva que permite valo-
rar la calidad del ensilaje en el campo de una ma-
nera rápida, económica y sencilla. Los indicado-
res considerados para evaluar estas característi-
cas son, en orden de importancia: olor, color y
textura (Ojeda et al. 1991, Cuadro 1). El indica-
dor color, no fue valorado en este experimento,
ya que la melaza utilizada como aditivo, enmas-
cara su valoración, dándole una apariencia color
café (no deseada) al producto ensilado. Emplean-
do estos indicadores, se seleccionó los tratamien-
tos con 4 y 8% de melaza sin DP para aislar las
BAL, por presentar en la evaluación sensorial un
olor acético (36%), con una textura de fácil sepa-
ración (22%). Por otra parte, en los tratamientos
donde se incluyó melaza, se presentó un coefi-
ciente de indicador sensorial mayor a 76%, mien-
tras que en aquellos tratamientos en donde no se
incluyo este aditivo el valor fue apenas el 38%
del coeficiente total del indicador sensorial. Es-
tos resultados coinciden con los mencionados
por Vallejo (1995), en follajes de árboles y arbus-
tos tropicales, donde la adición de melaza tam-
bién mostró un efecto beneficioso significativo.
En general, las leguminosas presentan
bajos contenidos de carbohidratos solubles
(Bolsen et al. 2001). Por está razón, es necesa-
rio añadirle una fuente de carbohidratos solu-
bles, con la finalidad que las BAL aceleren el
proceso fermentativo, incrementándose, así la
producción de ácidos grasos volátiles (princi-
palmente ácido láctico y, en menor grado, áci-
do acético); lo que le confiere un olor agrada-
ble al producto ensilado. El tratamiento con 0%
de melaza presentó un olor putrefacto de todo
el material. Vallejo (1995) encontró, en ensila-
jes de follajes de árboles y arbustos tropicales,
una reducción en la producción de amoníaco
cuando se le adiciona melaza a estos materia-
les. La misma tendencia se observó en pasto
Bermuda cuando se le adicionó melaza de caña
(Umaña et al. 1991).
La inclusión de melaza disminuyó signifi-
cativamente el pH (P≤0,05) en los tratamientos
con y sin DP. De igual manera, se pudo observar
que la inclusión de melaza al 4 y 8% en los trata-
mientos sin DP, favoreció la concentración del
contenido de MS en 10% aproximadamente,
pues pasó de 33 a 37% (Cuadro 2). Tendencias
similares fueron encontradas en microsilos de al-
falfa (Singh et al. 1996), en ensilajes de morera
(Ojeda y Montejo, 2001) y en microsilos de pas-
to Elefante (Vargas 1979). Esto posiblemente se
debió a la mayor concentración de MS que tiene
Cuadro 1. Calificación de indicadores sensoriales de un 
ensilaje.
Indicador Descripción Puntaje Máximo  por 
% indicador %
Agradable (láctico) 54
Olor Poco agradable (acético) 36
Desagradable (butírico- 18 54
putrefacto)
Verde, verde amarillento y 24
verde claro
Color Verde rojizo, verde pardo y 16
verde oscuro
Pardo amarillento, café  8 24
verdoso y café oscuro
Bien definido, se separa  22
fácil
Textura Jabonoso al tacto,  11 22
mal definido
Total (%) 100
Ojeda et al. (1991)
Cuadro 2.  Valores de pH y contenidos de materia seca con y
sin deshidratación parcial en microsilos de forraje
de soya con 3 concentraciones de melaza.
% Melaza pH % MS 60ºC
Sin DP
0 5,45 ± 0,08  a 33,00 ± 2,12  a
4 4,46 ± 0,12  b 37,16 ± 1,20  b
8 4,22 ± 0,09  c 37,44 ± 2,26  b
Con DP
0 5,47 ± 0,26  a 44,32 ± 0,53  c
4 4,57 ± 0,10  b 46,27 ± 2,39  c
8 4,41 ± 0,04  c 46,49 ± 2,83  c
DP = Deshidratación parcial
Todos los valores corresponden al promedio de 4 muestras
± Intervalo de confianza 95%
Medias con letras diferentes en la misma columna, indican
diferencias significativas, según la  prueba de 
Duncan (P≤0,05)TOBÍA et al.: Bacterias ácido lácticas en ensilajes de soya 25
la melaza (75%), que al incorporarla a razón de
4 y 8% a los forrajes de soya (33% de MS), in-
crementa el contenido total de MS de los ensi-
lajes de soya. Por otra parte, en los tratamien-
tos donde se aplicó DP, no se observó un incre-
mento significativo en los contenidos de MS
cuando se adicionó melaza, ya que la DP con-
centró previamente los contenidos de MS del
forraje de soya.
No se observó ningún efecto positivo en
el pH ni en los aislamientos de BAL en los mi-
crosilos de soya, cuando el forraje fue previa-
mente expuesto durante 2 horas a pleno sol
(DP). Sin embargo, el contenido de materia se-
ca (MS) fue concentrado en 10 unidades por-
centuales. Vallejo (1995), señala concentracio-
nes del contenido de MS en 25 unidades porcen-
tuales en diferentes follajes de árboles y arbus-
tos cuando son expuestos al sol de 24 a 48 ho-
ras. Este tratamiento con DP puede resultar de
mucha utilidad, en épocas de verano, cuando se
pretende ensilar forrajes con contenidos de MS
menores al 20%.
Características morfológicas e identificación
de las bacterias ácido lácticas
Los aislamientos provenientes de los trata-
mientos seleccionados (4 y 8% sin DP) con las
mejores características sensoriales y los valores
más bajos de pH y que además, en sus pruebas
microbiológicas correspondieron a bacilos Gram
positivos y catalasa negativos, fueron analizados
con más detalle. Estos tratamientos presentaron
una flora microbiana homogénea, con pocos
morfotipos de colonias que presentaban caracte-
rísticas típicas de BAL. 
Se evaluó en forma aislada microsilos de
soya con 12% de melaza sin DP, con el objetivo
de observar si existía un cambio en la flora bac-
teriana, haciendo la salvedad que este tratamien-
to no sería económicamente rentable por el alto
costo de la melaza (Cuadro 3). Por ejemplo, en la
actualidad hacer un silo de forraje de soya con 4,
8 y 12% de melaza, calculado en base fresca, re-
presenta un costo adicional de 17, 34 y 51% del
total de los costos de producción del ensilaje, res-
pectivamente.
En los tratamientos con 0% de melaza,
empleando o no DP, se observó 5 morfotipos co-
loniales, ninguna de las colonias presentó carac-
terísticas típicas de Lactobacillus (Gram positi-
vo, catalasa negativa). Ello coincide con las ca-
racterísticas del material, olor putrefacto (18%),
textura pegajosa (11%) (Cuadro 1), y altos valo-
res de pH, condiciones que favorecieron la proli-
feración de otras bacterias.
Cuando se aplicó DPse observó diferentes
morfotipos coloniales con la presencia de orga-
nismos Gram positivos, Gram negativos y leva-
duras. Debido a lo diverso de la flora microbiana
presente en el material, no se seleccionó cepas de
BAL a partir de estos tratamientos. Esta diversi-
dad posiblemente se debió a una menor concen-
tración de carbohidratos solubles, producto de la
pérdida de CO2 por la prolongación del proceso
respiratorio del material (2 horas de exposición al
sol) y al aumento de la presión osmótica del ma-
terial por la pérdida de agua del forraje de soya
con DP. Esto creó condiciones propicias para el
desarrollo de levaduras y otro tipo de microorga-
nismos no deseables. 
En la figura 1 se observa una respuesta li-
neal significativa en la disminución del pH
(P≤0,0001) a medida que se incrementa la concen-
tración de melaza. En el mismo gráfico, podemos
Cuadro 3.  Características morfológicas de las bacterias ácido
lácticas aisladas en los microsilos de forraje de
soya  con  4, 8 y 12% de melaza sin deshidratación
parcial.
Cepas Melaza Color de  Morfología de las colonias
% las cepas
A8 Blanca  Bacilos largos y delgados, 
brillante colonias umbonadas 
con borde entero
B4   y 8 Blanca  Bacilos cortos y gruesos, 
brillante centro denso, con  
apariencia a leche condensada
C1 2 Crema Bacilos cortos y delgados, 
colonias umbonadas
D8 Crema  Bacilos cortos y gruesos, 
brillante colonias circulares y convexasAGRONOMÍA COSTARRICENSE 26
observar que la concentración de melaza y la DP
no tienen un efecto aditivo sobre los valores de
pH menores. Vallejo (1995), no observó una inte-
racción significativa entre la aplicación de mela-
za y la DPen ensilajes de forrajes de árboles y de
arbustos tropicales, recomendando el uso de uno
u otro dependiendo de las características del ma-
terial que se va a ensilar.
Las cepas aisladas fueron inoculados en
una galería para identificar BAL (Api 50
CHL®), la cual permite determinar el patrón de
fermentación de los 50 carbohidratos que con-
tiene la prueba. 
Las cepas Ay D presentaron 92% de coin-
cidencia con el patrón de fermentación del
Lactobacillus brevis 3, y, las cepas B y C, 91 y
90% de coincidencia para el mismo microorga-
nismo, respectivamente.
Es importante mencionar que la industria
actualmente no distribuye inóculos comerciales
específicos para ser utilizados en los silos de le-
guminosas, en los que los carbohidratos solubles
predominantes son las pentosas. Por otra parte,
los inoculantes que se comercializan en el mer-
cado latinoamericano, son fabricados con mi-
croorganismos aislados a partir de los jugos ve-
getales de los ensilajes de maíz y sorgo (Lacto-
bacillus plantarum, Pediococcus acidilactici y
Streptococcus faecium). Estas BAL son clasifi-
cadas como organismos homofermentativos, que
degradan las hexosas (carbohidratos solubles
que predominan en mayor proporción en las gra-
míneas) a ácido láctico (McDonald 1981).
Con esta investigación se pretende poner a
la disposición de los productores de bovinos de
carne y leche, inóculos bacterianos específicos
para ensilar forrajes que normalmente son difíci-
les de ensilar como son: leguminosas y forrajes
tropicales. Por otra parte, este tipo de tecnología,
serviría como herramienta para conservar mate-
riales de alto valor nutritivo, que al incorporarse
a las raciones alimenticias, disminuiría el costo
de la alimentación, ya que utilizaría una menor
cantidad de alimento balanceado (materias pri-
mas importadas). Lo que contribuiría a una me-
nor dependencia de insumos importados en los
sistemas de producción bovina.
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